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RESUMEN

Los contaminantes atmosféricos se han incrementado en distintas zonas de la
Republica Mexicana, particularmente en la Ciudad de México, tal crecimiento es
una de las mayores problematicas, su ubicacién a 2,240 msnm y su orografia,
rodeada de cadenas montafiosas, aunado a la radiacion solar y las inversiones
térmicas, impiden la circulacion del aire y su distribucién. Esta situacién agrava las
condiciones ambientales y perjudica la salud de los seres vivos. Sin embargo, la
informacion de los efectos sinérgicos o antagénicos de diversos contaminantes
sobre los organismos es escasa, por esto se plante6 el uso de dos plantas
silvestres (Senecio roseus y Gnaphalium lavandulifolium) como biomonitores del
efecto genotdxico de la contaminacion del aire. Por otra parte, se utilizé el ensayo
cometa en su version alcalina porque es una prueba que permite detectar
rompimientos de cadena sencilla y sitios sensibles a la alcalinidad por una amplia
variedad de condiciones adversas y es empleada en investigaciones
ecotoxicoldgicas. Para realizar el ensayo cometa se colectaron las plantas cada
dos semanas y se cortaron sus hojas para observar el dafio en el DNA provocado
por la contaminacion atmosférica, durante la temporada de secas y de lluvias. La
temporada de secas abarcé desde el 21 de enero hasta 11 de mayo y la de lluvias
comenzo a partir del 26 de mayo hasta el 30 de septiembre del 2016. Las plantas
se expusieron en dos estaciones meteoroldgicas, en una zona rural ubicada en el
Parque Nacional Izta-Popo: Altzomoni (ALTZ) y en una zona urbana ubicada en
Ciudad Universitaria, Delegaciéon Coyoacan: Centro de Ciencias de la Atmdsfera
(CCA). Los resultados mostraron un mayor dafio genético en ambas especies en
la temporada de secas 2016, esto coincide con las altas concentraciones de CO,
NO, NO2, NOx SO2, O3, PM10y PM2s reportadas en la pagina oficial de la Direccion
de Monitoreo de Contaminacion Atmosférica, por otro lado se observé una
diferencia en la sensibilidad entre ambas especies, por lo que posiblemente cada
una se adapta de distintas formas y reacciona con diversos mecanismos de
proteccion ante la contaminacion atmosférica. No obstante ambas pueden ser

propuestas como organismos centinela.



I. INTRODUCCION

La Ciudad de México se encuentra ubicada a 2,240 msnm. Tiene una extension
aproximada de 7,860 km?. Es una cuenca rodeada por altas montafias con una
topografia compleja y efectos meteorolégicos adversos, como la recurrencia de

inversiones térmicas que evitan el flujo del aire (Téllez et al., 1997).

Esta catalogada como una de las ciudades mas grandes del mundo, con alta
densidad poblacional, que requiere diversos servicios, tanto industriales como de
transporte, generando grandes emisiones de contaminantes, que son liberados a

la atmésfera (Molina y Molina 2012).

Gran parte de la contaminacion del aire es formada en las zonas del norte de la
Ciudad y del Estado de México, sin embargo, los vientos van de norte a sur
acumulandose en la parte sur de la Ciudad, siendo las Delegaciones mas
afectadas Coyoacan y Tlalpan, otra fuente de contaminacion son los automoviles
particulares, de transporte publico y motocicletas que cada afio aumentan (INEGI,
2017). (Figura 1).

Los contaminantes forman parte de la atmdsfera y su distribucion y composicion
se deben a las interacciones quimicas, meteorologicas y bioldgicas en la
tropdsfera, por sus propiedades fisicoquimicas, son nocivos a la salud de los

seres vivos (Kamba y Castanas, 2008; Katsouyanni, 2003).

Los contaminantes gaseosos son oxidos de carbono, entre los que estan el CO y
el CO2, compuestos de azufre, en los que destaca el didéxido de azufre (SO2),
compuestos que contienen nitrdogeno como los 6xidos de nitrogeno (NOx), los
compuestos organicos volatiles (COVs), los nitratos de peroxiacilo (PANs), el
ozono (Os3) y los particulados que son catalogados por su tamafio en material

particulado menor a 10 micrometros (por sus siglas en inglés PM 10 ym) y menor
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a 2.5 micrémetros (PM 2.5 um), particulas finas y particulas ultra finas
(SEMARNAT, 2013). (Figura 2).

Los riesgos a la salud por exposicion a este tipo de contaminantes son diversos. El
CO es altamente toxico, ya que tiene afinidad por la hemoglobina y evita la
captaciéon de oxigeno (Gomez y Danglot 1998), el NO2y el SO2 estan relacionados
con enfermedades cardiovasculares y respiratorias (Sanchez et al., 1999; Zhang
et al., 2011), mientras que el O3 provoca dafos mas graves como inflamacion
pulmonar, supresion del sistema inmunolégico, cambios en la estructura, funcion y
metabolismo de los pulmones, asi como efectos en 6rganos distantes al pulmén
(Escobedo et al., 2010).

En organismos vegetales se han reportado necrosis, decoloracion de hojas,
disminucion del crecimiento e inhibicién de la fotosintesis (Rai et al., 2011). Los
contaminantes que mas afectan al desarrollo de las plantas son el O3z y el SO2
(Heath, 1999) sus consecuencias depende de la especie, la edad, los factores

meteoroldgicos y el tiempo de exposicion (Pardos, 2006).

Con el propésito de prevenir el deterioro ambiental de los contaminantes
ambientales, éstos deben ser evaluados mediante pruebas ecotoxicoldgicas.
Estas pruebas incluyen especies de diferentes niveles de organizacion, como
procariontes y eucariontes. A estos organismos se les ha llegado a conocer como

organismos centinela o bioindicadores (Garcia y Rubiano 1984).

Un organismo se considera bioindicador cuando presenta alguna reaccion que
puede ser identificada frente a diferentes grados de alteracion del medio, por
ejemplo frente a la contaminacion del aire. Muchas especies son incapaces de
adaptarse ecologica o genéticamente a la condicion ambiental alterada, de modo
que su ausencia es, de hecho, un indicio del problema. Su comportamiento ante
dichas condiciones difiere del natural en aspectos tales como habito, fisiologia,

demografia y relaciones con otros organismos (Garcia y Rubiano 1984).
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Se conocen numerosos organismos que pueden ser utilizados como
bioindicadores; se incluyen especies de plantas vasculares, briofitas, algas,
liquenes, hongos, animales invertebrados y animales vertebrados. En el caso de la
contaminacion atmosférica, se consideran mejores bioindicadores aquellos
organismos que presentan sensibilidad a los contaminantes aéreos, una amplia

distribucioén en el territorio de estudio y una gran longevidad (Arifio et al., 1997).

Las pruebas encaminadas al monitoreo de contaminantes que afectan a otros
organismos del ecosistema son de gran importancia, ya que pueden servir como
base cientifica para la elaboracibn de nuevas normas y legislaciones que
establezcan la reduccion de emisiones de aerosoles, metales pesados,

disolventes, gases, particulas, etc. que dafian el ambiente (Grant, 1994).

Los bioensayos in situ son técnicas determinantes de la toxicidad aplicadas o
disefadas para su uso en condiciones reales fuera del control del laboratorio. Un
numero de plantas y animales domeésticos y silvestres, se usan in situ para medir y
monitorizar la mutagénesis, carcinogénesis y otros biomarcadores; por ejemplo, el
crecimiento, la fijacion de nitrogeno, la excrecion de acido &-aminolevulinico

urinario, anomalias de las células, danos en el DNA etc. (Lower et al., 1990).

Para la evaluacion del dafo al DNA se utiliza varias pruebas como el intercambio
de cromatidas hermanas, micronucleos, aberraciones cromosémica o ensayo
cometa, (Ramakrishnan et al., 2011; Zufiga et al., 2007) no obstante, éste es de
los mas empleados, por caracterizarse por ser una técnica de fluorescencia
rapida, sencilla, de facil aplicacion, sensible para detectar rompimientos en una o
en las dos cadenas del DNA, sitios sensibles a la alcalinidad, enlaces cruzados
(proteina-DNA, DNA-DNA) (Rojas et al., 1999).
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[I. ANTECEDENTES

La contaminacion atmosférica se refiere a cualquier alteracion de las
condiciones de la atmésfera por la presencia de sustancias que pueden causar
dafio a los seres humanos, animales, vegetacion y materiales (Buell et al.,
2003). Esta es caracterizada por la mezcla de particulas y aerosoles, las cuales
son la causa de enfermedades graves (IARC, 2013). La mayoria de los dafios a la

salud se atribuyen a las emisiones de los vehiculos (Nikic et al., 2005).

Los efectos a la salud comunmente reportados en vias respiratorias son:
bronquitis, deficiencia pulmonar, asma, neumonia, irritacién del tracto respiratorio
y aumento de infecciones. En el sistema cardiovascular se reporta aumento de
mortalidad, influencia en arritmias e infartos (Brunekreef y Holgate 2002; Rosales
et al., 2001; Zhang et al., 2011), segun la Organizacion Panamericana de la Salud
en 2005 cerca del 3% de las muertes por enfermedades cardiovasculares se
atribuye a la exposicion a material particulado, el cual también favorece al
desarrollo de cancer de pulmdén (American Lung Association, 2001; Arrieta et al.,
2013; Cohen et al.,, 1997). Los efectos de la mala calidad atmosférica son

superiores a otros factores ambientales (Hollander et al., 1999).

La exposicion continua a la contaminacién atmosférica, presenta un problema
econdmico para los paises mas urbanizados. Por ejemplo, en Brasil para el 2011,
se reportaron 900,000 hospitalizaciones por neumonia y por asma, lo que equivale

al gasto de 350 millones de ddlares (Chaves et al., 2017).

1. Fuentes de contaminacioén

Convencionalmente los contaminantes atmosféricos pueden ser de origen natural
o antropogénico. En 2013 SEMARNAT, SEDEMA vy la Direccion de Monitoreo
Atmosférico de la Ciudad de México, dividen las fuentes en 5 grupos: naturales, de

tipo area, fijas, méviles de carretera y méviles no circulantes en carretera.
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Las naturales son producto de fumarolas volcanicas que liberan gases, vapores,
polvos y aerosoles, incendios forestales, erosion de suelo, etc. Las antropogénicas
comprenden las fijas, las méviles de carretera, las moviles no circulantes en
carretera y las de tipo area. Las primeras incluyen a las empresas, mientras que
las moviles comprenden a los autos particulares, transporte publico y motocicletas
(Téllez et al., 1997). Las fuentes de tipo area, incluyen: combustién agricola y
domeéstica, artes graficas, asfaltado, disolventes de uso domestico, actividades de
construccion, asados al carbdn, panificacidon, agricolas (fertilizantes, plaguicidas,
quemas), ganaderas, labranza, aguas residuales e incendios de construcciones
(SEMARNAT, 2012).

En los reportes de SEMARNAT, 2012 y 2013, se muestra que los automoéviles de
carretera son los principales causantes de originar particulas y participan directa e
indirectamente en la formacién de contaminantes secundarios (Machado et al.,
2008). Desde 2000 hasta finales de 2012 el parque vehicular ha aumentado mas
del doble (INEGI, 2017). Los contaminantes emitidos por los transportes son: el
dioxido y monoxido de carbono, hidrocarburos poliaromaticos, hidrocarburos
ligeros, aldehidos, éxidos de nitrégeno y particulas en suspensién (Jiménez,
2001).

2. Factores de distribucion de contaminantes atmosféricos

El modelo de distribucion esta constituido por la fuente de contaminacién, el tipo
de contaminante y el receptor. Es importante conocer la tasa de emision (que es la
cantidad de gases o material particulado de origen antopogénico o natural vertidos
al aire), las interacciones fisicas y quimicas que ocurren en la atmésfera y la
inmisidon que tiene el receptor, es decir, la cantidad de estos contaminantes que
alcanza un organismo, las cuales pueden inferirse por las caracteristicas del
propio contaminante, como su peso, tamafo y composicion quimica, asi como las

condiciones meteorolégicas que cambian constantemente tanto temporal como




espacial, debido a la velocidad del viento, la temperatura, la insolacion y la
humedad (Munive, 2009).

Las condiciones meteorologicas determinan el movimiento de las masas de aire,
impidiendo o facilitando la dispersién de los contaminantes. Por ejemplo la
temperatura influye en las corrientes de aire estabilizando a la atmodsfera. La
radiacion UV favorece las reacciones entre contaminantes primarios originando
otros mas peligrosos (SEMARNAT, 2013). Estas condiciones meteorolégicas
también ocasionan otro fendmeno perjudicial en zonas altamente pobladas, las
inversiones térmicas, las cuales son importantes para entender la duracion y la
concentracion de la contaminacion en la atmosfera (Munive, 2009). (Figura 3).

Las inversiones térmicas acumulan los contaminantes cerca del suelo y provocan
una densa capa sobre la ciudad, que limita la visibilidad (SEDEMA, 2010). Por el
contrario la lluvia precipita los gases y particulas de la atmdsfera (Munive, 2009),
dispersan la contaminacion y la depositan a varios kildbmetros del sitio donde se
generd. Por otro lado, las caracteristicas geograficas afectan en la difusién de
estos, por ejemplo, las montafias son barreras que impide el paso del aire
provocando la acumulacion de los contaminantes. Aunado a esto las zonas
urbanas por pérdida de superficie arborea son islas de calor que limitan la
velocidad del aire generando turbulencias que contribuyen a la concentracion de la

contaminacion en estos lugares (SEDEMA, 2010).

3. Contaminacion atmosférica en la Ciudad de México

La Ciudad de México se encuentra a 2,240 msnm, tiene una extension aproximada
de 7,860 km? y esta rodeada por cadenas montafiosas (Téllez et al., 1997),
ejemplo de ello son el Cerro de la Estrella, Cerro del Ajusco, el Cerro del
Chiquihuite por mencionar algunos, estas caracteristicas geograficas provocan la
acumulacién de contaminantes en la cuenca (SEMARNAT e INEGI 2008).

La cantidad de lluvia se concentra del 80 a 94% en el periodo comprendido entre

mayo y octubre y el lapso restante es seco (Calderén y Rzendowski 2005).




La zona metropolitana recibe 25% mas de radiaciéon UV que otros lugares a nivel
del mar y por su altitud tiene una constante cantidad de radiacion solar. Por otra
parte, la velocidad de los vientos es, en promedio de 1.5 m/s y circula de norte a
sur (SEDEMA, 2010). En estas condiciones, la dispersion de contaminantes
generados en la Ciudad, es basicamente nula, por el escaso viento horizontal y
falta de movimiento vertical, que generan las inversiones térmicas (Jiménez,
2001).

Las inversiones térmicas se presentan en todo el afio, siendo mayor su intensidad
y numero en los ultimos dias de otofio, en invierno y al inicio de la primavera
(Jiménez, 2001). Durante estos eventos se pueden alcanzar niveles de

contaminacion ambiental daninos para la salud humana (Ezcurra, 1991).

Los indices de la calidad del aire varian dependiendo de la época del afio. Durante
la temporada de lluvias, que abarca desde mediados de mayo hasta octubre las
nubes inhiben reacciones provocadas por la absorcion de radiacion ultravioleta
(Calderén y Rzendowski 2005), junto con esto el agua de la lluvia remueve
muchos contaminantes, de modo que en esta temporada son menores la
concentracion de O3z y de otras emisiones (SEMARNAT e INEGI 2008), mientras
que los niveles mas elevados de contaminacion ambiental se encuentran de
noviembre a marzo (Téllez et al., 1997). Por tanto la distribucién temporal de los
contaminantes en la Ciudad de México presenta una conducta estable: mayores
concentraciones en la temporada seca y menores durante la temporada de lluvia
(SEDEMA, 2010).

Para monitorear los principales contaminantes de la Zona Metropolitana de la
Ciudad de México, en 1986 empez6 a funcionar la Red Automatica de Monitoreo
ambiental (RAMA), con 25 estaciones meteoroldgicas en el noroeste, noreste,
suroeste, sureste y zona centro de la zona metropolitana generando el indice
Metropolitano de la Calidad del Aire (IMECA) (Gémez y Danglot 1998). EI IMECA

es un valor de referencia que permite conocer el estado de contaminacion




atmosférica en una zona, dia y hora para asi determinar si constituye un riesgo
para la salud de la poblacion (Trejo, 2006). Legislado por normas propuestas por
parte de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para prevenir los efectos de
la contaminacion (Manzur, 2012). Los contaminantes atmosféricos se expresan
como unidades en partes por millon (ppm), en partes por billon (ppb) o
microgramos por metro cubico (ug/m3) (SEMARNAP, 2000).

4. Clasificacion de los contaminantes atmosféricos

Los contaminantes se clasifican en primarios y secundarios. Los primarios son los
que se emiten directamente de la fuente y los secundarios son el resultado de las
reacciones fotoquimicas de los contaminantes primarios con otros gases,
hidrocarburos u otros compuestos del aire, generados de forma natural o por
accion antropogénica (Organizacion Panamericana de la Salud, 2005). Este tipo
de reacciones son beneficiadas por altas temperaturas y radiacién solar,
produciendo ozono y “smog” fotoquimico (Munive, 2009). Por lo anterior, la
concentracion de contaminantes primarios es mas alta en zonas industriales o
lugares con mayor parque vehicular, mientras que los secundarios es mas elevada

en regiones viento abajo de las fuentes de emision (SEDEMA, 2010).

A su vez por sus caracteristicas fisicas los contaminantes se dividen en gases
(conformados por compuestos derivados de carbono, azufre, nitrégeno) y material
particulado. Este ultimo es clasificado de acuerdo a su tamano de PM1o, PM2.5, fino
y ultra fino (Munive, 2009).

4.1 Contaminantes primarios

4.1.1 Monoxido de carbono (CO)

El mondxido de carbono es el contaminante mas abundante en la capa inferior de
la atmdsfera, sobre todo en las grandes ciudades. Su formacién se debe a la

combustion incompleta del carbono, por oxidacién atmosférica del metano (CH4) y




por procesos de produccion y degradacién de la clorofila en las plantas (Carnicer,
2008). Cuando el mondxido de carbono es liberado al ambiente, permanece en la
atmoésfera por un promedio de aproximadamente 2 meses. Eventualmente, el
monoxido de carbono reacciona con otros compuestos en la atmésfera y se
convierte en dioxido de carbono (Departamento de Salud y Servicios Humanos de
los EE.UU, 2012). Este gas contribuye raramente a la formacién de Os y es
considerado un gas menor de efecto invernadero (SEDEMA, 2015).

Anualmente en la Ciudad de México se emiten por parte de los vehiculos 696,288

toneladas que corresponde al 96% de la emision total (SEDEMA, 2015).

Cuando se respira el CO entra y llega a todas las partes del cuerpo, sangre,
musculo, cerebro y corazon pero no sale rapidamente, sino que, puede tardar
hasta un dia entero para que sea expulsado mediante la exhalacion. Su dano se
debe por tener afinidad a la hemoglobina y reemplazar al oxigeno, en
consecuencia hay una disminucion de entrega de este ultimo para los tejidos
(Diario Oficial de la Federacion, 1994a). Respirar constantemente mondxido de
carbono puede causar dafio permanente en cerebro y corazén (Departamento de
Salud y Servicios Humanos de los EE.UU, 2012).

La exposicion a concentraciones de 3.0 ppm por una hora puede ocasionar
dolores de cabeza y a 7.0 ppm con la misma duracion puede provocar hasta la
muerte (SEDEMA, 2015), su concentracién no debe rebasar el valor permisible de
11.00 ppm equivalente a 12,595 ug/m3 en promedio mévil de ocho horas una vez

al ano, como proteccion (Diario de la Federacién Oficial, 1994a).

4.1.2 Diéxido de azufre (SO2)

El diéxido de azufre se forma por la oxidacion del azufre a consecuencia de la
gquema de combustibles fosiles por la industria y los vehiculos. Naturalmente se
encuentra en las fumarolas volcanicas (SEDEMA, 2015). En el informe 2010
expuesto por la Secretaria del Medio Ambiente se registraron 4,500 toneladas de
este contaminante (SEDEMA, 2010).
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El SO2 junto con las particulas de PM 10 pym son las responsables de
hospitalizaciones de pacientes con asma y neumonia (Chaves et al., 2017). Esta
mezcla SO2/PM+o, cuando se acumula y permanece en la atmosfera, es el
causante de episodios poblacionales de mortalidad en diferentes partes del mundo
y del incremento en la morbilidad relacionados con padecimientos cronicos del
corazén y vias respiratorias superiores (Diario Oficial de la Federacion, 2010).
Mientras que mezclado con el CO son irritantes del aparato respiratorio y por si

solo decrece la funcion pulmonar (Negrisoli y Nascimiento 2013).

Los nifos menores de 10 afos son los mas perjudicados porque sus vias
respiratorias son mas estrechas en comparacion con las de los adultos, en
consecuencia sufren una mayor exposicion tisular por unidad de aire inhalado,
incrementando el riesgo de inflamacion (Diaz et al.,, 2004), su concentracién no
debe rebasar el limite maximo normado de 288 ug/m? o 0,110 ppm promedio en
24 horas (Diario Oficial de la Federacién, 2010).

4.1.3 Compuestos de nitrogeno

Incluyen el 6xido nitrico (NO), el diéxido de nitrogeno (NOz2) y juntos forman los
denominados o6xidos de nitrogeno (NOx). Se producen por la quema de
combustibles en plantas eléctricas y en los escapes de los automaviles. Durante el
2016 se emitieron 138,454 toneladas de las cuales el 78% fueron generados por
los vehiculos (SEDEMA, 2015). EI NO se forma en una reaccién similar a lo que
ocurre en la atmosfera durante las tormentas eléctricas, donde el nitrogeno y el
oxigeno se combinan en las camaras de combustion.

N2 + O2 » 2NO

El oxigeno de la atmosfera oxida el NO a NO2.

NO:2 + luz solar X > NO+O
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4 1.4 Diéxido de nitrégeno (NO2)

La mayor parte del NO2 atmosférico se emite en forma de NO, que se oxida
rapidamente a NO2 por accion del O3z (OMS, 2005). EI NO2 es esencial para el
smog fotoquimico, porque absorbe un fotén de la luz solar y se descompone en
oxido nitrico y atomos de oxigeno reactivos, estos a su vez reaccionan con otros
contaminantes emitidos por los automoviles produciendo otras sustancias irritantes
y toxicas (William y Kolb 1999).

El NO2 esta relacionado con el incremento de enfermedades respiratorias, asi
como a la susceptibilidad de contraer infecciones (Kampa et al., 2008), la
exposicién a concentraciones de hasta 80 ppb puede producir dolor de garganta.
A exposiciones mayores de 300 ppb puede provocar una reduccion pulmonar de
hasta el 10% (SEDEMA, 2015), también causa alergias y genera en los pulmones
especies reactivas (Sierra y Teran 2012), su concentracién no debe rebasar el
limite maximo normado de 0.21 ppm equivalente a 395 ug/m?3 por 24 horas (Diario
Oficial de la Federacion 1994b).

Altera la respuesta de las células polimorfonucleares, macrofagos alveolares y
linfocitos en el proceso inflamatorio, agravando los casos de bronquitis (Diario
Oficial de la Federacion 1994b). Los NOx estan relacionados con aumento de

mortalidad por enfermedades cardiovasculares (Zhang et al., 2011).

4.1.5 Material particulado

Esta catalogado en particulas menores a 10 um (PM+o), particulas menores a 2.5
pm (PMzs), particulas finas y ultra finas. Es una mezcla de metales pesados,
aerosoles e hidrocarburos. El tamafo de las particulas determina el sitio en el
tracto respiratorio: las particulas de PM1o se depositan en el tracto respiratorio
superior y las particulas finas y ultra finas pueden llegar hasta los alvéolos (Kampa
y Castanas 2008). Provoca irritacién en los ojos, y su inhalacion, tos seca o con

flemas, sinusitis, dolor al respirar y deficiencia pulmonar (Rosales et al., 2001). La
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exposicion prolongada puede producir efectos mutagénicos, carcinogénicos vy la
muerte (Villalobos et al., 1998). El limite maximo de PM1o es de 75 ug/m?3, y el de
PM2s es de 45 ug/m? diario (Diario de la Federacién 2013).

4.2 Contaminantes secundarios

Son producto de las interacciones quimicas de los contaminantes primarios,

siendo el mas importante el Os.

4.2.1 Ozono (0O3)

El Os en la baja tropdsfera es un problema de salud (Krupa y Manning 1988) y se
considera como un contaminante secundario porque se forma por una reaccién
fotoquimica entre oOxidos de nitrogeno (NOx), compuestos organicos volatiles
(COVs) o hidrocarburos (HCs) en presencia de la radiacion solar, sumados a las
condiciones geograficas, climatologicas y meteorolégicas del ambiente (Diario
Oficial de la Federacién, 2014).

NO:2 + Luz ultravioleta » NO+O

Los atomos de oxigeno reaccionan con moléculas de oxigeno, para producir

0zZono:

O+02 > O3

(Solaz, 2001).

La presencia del O3 en la atmdsfera depende de sus precursores y las condiciones
del ambiente. Sus concentraciones se elevan cuando hay mayor temperatura
durante el dia y decae en la noche, debido a la ausencia de radiacion solar, la
cantidad de ozono disminuye por depdsito en el suelo, en la vegetacion, o por
degradacién mediante reacciones quimicas (Solaz, 2001).

De acuerdo al Inventario Nacional de Emisiones de México 2008, la generacion de
Os por emisiones de fuentes moviles es de 24.08%, por fuentes fijas de 3.73%, por

fuentes de area de 16.36% y por fuentes naturales un 55.82% (Diario Oficial de la
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Federacion, 2014), sin embargo, se ha demostrado mediante técnicas de
modelado que la contaminacion por Os en la Ciudad de México tiene su origen en

Toluca y Morelos (Garcia et al., 2009).

El Os provoca conjuntivitis, junto con lagrimeo, cuadros de tos con irritacion nasal,
dificultad respiratoria y espasmos bronquiales debido a que destruye las paredes
bronquiales y alveolares (Oyarzun, 2010; Solaz, 2001). En paises desarrollados se
ha encontrado que incluso a concentraciones por debajo del limite permitido
aproximado a 120 ppb en volumen, puede causar graves problemas respiratorios
(Solaz, 2001).

Segun la OMS (2005) la mortalidad puede aumentar de 5 a 9% por exposicién
prolongada a altas concentraciones y un 0.69% se eleva en pacientes con
problemas cardiovasculares y respiratorios (Swanson y Chapman 2017). Aunque
en sitios muy contaminados como la ciudad de Los Angeles los habitantes tienen
cierta tolerancia al Os, ya que parece que han aumentado mecanismos de
defensas como antioxidantes. Sin embargo, las personas con deficiencias en el
sistema inmunolégico son mucho mas sensibles, porque altera la fagocitosis de
macrofagos que ayudan a destruir las bacterias y virus (Diario Oficial de la
Federacion, 2014; Solaz, 2001).

La toxicidad del O3 se debe a que ataca a los dobles enlaces conjugados y a los
grupos sulfhidrilo, en consecuencia, oxida lipidos y proteinas, por tanto destruye
estructuras fundamentales como las membranas y las enzimas (Swanson y
Chapman 2017). Provoca mutaciones genéticas por inhibicion de los mecanismos
de reparacion del DNA. También los aminoacidos como la cisteina, metionina y
triptéfano son alterados por la exposicion de Oz en disolucidon acuosa. En los dos
primeros, los grupos sulfhidrilo se oxidan a puentes disulfuro o sulfonato, mientras
que en el triptéfano se abre el anillo pirrdlico. Estos danos afectan la estructura de
las proteinas que pueden ser parte del sitio activo de una enzima. Ademas esta

involucrado en la formacion de radicales peroxilo que pueden excitarse
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fotoquimicamente y producir mas radicales causando un efecto en cadena
amplificando el dafio biomolecular y, por ende, la afectacion de otros 6rganos o
sistemas, su concentracion debe ser menor o igual a 0.095 ppm como promedio
horario (Diario Oficial de la Federacién, 2014; Solaz, 2001).

Otros gases toxicos son el metanol, el xileno y el tolueno los cuales estan

relacionados con mutagénesis y carcinogénesis (SEDEMA, 2010).

5. Efectos de la contaminacién del aire en plantas silvestres

Las hojas son las estructuras mas susceptibles de una planta a lesiones agudas
debido a la abundancia de estomas, que permiten la penetracion de los
contaminantes (Darrall, 1989). La manera en la que entran es por difusion, su
velocidad depende de las propiedades quimicas del contaminante (Rai et al.,
2011). Para evitar su entrada, las plantas tienen varios mecanismos de defensa
que sirven como barreras fisicas, por ejemplo; tricomas, cuticula cerosa, epidermis
y pared celular. Ademas, a altas concentraciones de NOx, SO2, O3z y PM son
capaces de cerrar los estomas (Darrall, 1989). La primera barrera a la que se
enfrentan los contaminantes es la cuticula cerosa (Heath et al., 2009). Sin
embargo, la exposicion crénica estos logran hacer agujeros o lesiones por los que
atraviesan (Kersteins y Lendzian 1989; Pardos, 2016). Las células mas expuestas
son las epidérmicas, las cuales también llegan a ser destruidas. Una vez dentro de
la hoja, los contaminantes pueden quedar en ciertos tejidos o compartimentos
celulares donde ocasionen el menor dafio al DNA y a los procesos esenciales
(Burken, 2003; Tuteja et al., 2009). A nivel celular pueden acumularse en la
vacuola o en la pared celular y a nivel de tejido en la epidermis y en los tricomas
(Hale et al., 2001). Cuando son secuestrados se unen a quelatos y forman
conjugados. Ademas por producir especies reactivas de oxigeno (ROS por sus
siglas en inglés), se desencadena una respuesta antioxidante por NADPH, quien
suministra el poder reductor. Los antioxidantes retarda o previene la oxidacion, en

los cloroplastos de las plantas, por ejemplo la ferritina, que es una proteina, limita
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los pro-oxidantes, mientras que otras protegen las biomoléculas con ayuda del

glutation y el ascorbato (Cardenas y Pedraza 2006).

Si la exposicion es crénica los contaminantes se acumulan en los tejidos y
ocasionan toxicidad, tanto directa, por dafar la estructura celular, por ejemplo:
causando estrés oxidante debido a las ROS, e indirecta a través de la sustituciéon

de otros nutrientes esenciales (Taiz y Zeiger 2002).

Las ROS provocan pérdida de bases, desaminacion de la citosina en uracilo,
rupturas de una o dos hebras del DNA, enlaces covalentes entre proteinas y DNA
como la unién de una tirosina con una timina. Asimismo, los lipoperéxidos pueden
reaccionar con el DNA y modificarlo (Hansberg, 2002; Singh y Tuteja 2010). Los
cambios de pH que alteran el funcionamiento de las enzimas y la acumulacion de
metales provenientes del material particulado que puede unirse a moléculas
organicas e intercalarse en el DNA, juntos producen mutaciones, aberraciones
cromosomicas Yy alteraciones en la sintesis o reparacion del DNA (Navarro et al.,
2007; Risom et al., 2005; Tuteja et al., 2009).

El grado de dafio depende de la afluencia de contaminantes en las hojas y de la
reactividad de sus productos con los constituyentes celulares (Rai et al., 2011). No
obstante todos los organismos emplean una amplia variedad de estrategias para
revertir, o tolerar la persistencia de dafios en el DNA (Rai, 2016). (Figura 4).

Los contaminantes perjudiciales para las plantas son los siguientes:

- SOz

Provoca multiples dafnos a las plantas. Reduce el crecimiento, interfiere con
diferentes procesos fisiolégicos y metabdlicos (Rai et al., 2011). En cuanto a
los fisioldgicos afecta a la fotosintesis, la actividad estomatica y la transpiracion
(Agrawal y Deepak 2003; 2006; Darrall, 1989). Segun Legge y Krupa (2002)
debido a los cambios en la permeabilidad de las membranas plasmaticas

producidos por el SOz2, este se disuelve al combinarse con el agua de la planta
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reduciendo el pH. Por ende, se perjudican las actividades enzimaticas,
comprometiendo las funciones metabdlicas, la absorcion de nutrientes y las

relaciones hidricas (Li et al., 2007).

- NO«x
Entran por la apertura estomatica y al contacto con las moléculas de agua se
forma acido nitrico HNOs y acido nitroso HNO2 que acidifican el medio y forman
radicales libres que pueden causar lesiones agudas en las hojas de las
plantas. En exposicion cronica reduce el crecimiento de las plantas.

NO2 + H2O — HNOs3

NO + H20 — HNO:2 (Rai et al., 2011).

- O3

Es fitotoxico, con efectos crénicos, cuya intensidad depende de factores
meteorologicos, tiempo de exposicion, edad, posicion de la hoja y especie, su
absorcion esta regulado por la apertura estomatica en las hojas. Al entrar se
disuelve en el espacio intercelular produciendo ERO (Baier et al., 2005), que
reaccionan con los lipidos, proteinas y bases nitrogenadas formando aductos
(Hansberg, 2002). Bioquimicamente suprime la expresion de genes como la
transcripcion de rubisco, por tanto decae la fotosintesis y en consecuencia se
reduce el crecimiento de raices, ramas y flores (Musselman et al., 2006;
Pardos, 2016). A corto plazo puede decolorar y conducir a necrosis de hojas.
En tanto a largo plazo produce cambios en la pigmentacién, clorosis vy

senescencia prematura de hojas y brotes (Bell et al., 2003).

- Material Particulado

Las particulas ultra finas tienen la capacidad de entrar por los estomas,
mientras que el material particulado grueso puede llegar a obstruir la apertura
de los mismos afectando el intercambio gaseoso y la fotosintesis (Rai, 2016).
El depdsito de polvo en las carreteras y el polvo de cemento contiene altos

niveles de MgO vy otros metales pesados que al interactuar con la superficie
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foliar provocan la degradacion de la cuticula (Berminginger et al., 1988), ya que
el polvo de cemento al entrar en contacto con el agua de la planta libera
hidroxido de calcio que eleva la alcalinidad de la superficie de la hoja, en
algunos casos hasta pH 12. Este nivel de alcalinidad puede hidrolizar
componentes de lipidos, desnaturalizar proteinas y hasta cloroplastos, en
consecuencia la clorofila decae y las hojas pierden sus pigmentos, por lo que el
dafio se ve reflejado en las coloraciones marron, amarillo y manchas negras en
las hojas (Rai, 2016).

6. Plantas silvestres como biomonitores de contaminantes atmosféricos

Las zonas urbanas con elevada densidad de trafico se consideran lugares con
exposicion acumulativa de multiples contaminantes que aumenta la toxicidad en

organismos (Prajapati y Tripathi, 2008).

Las plantas se encuentran en diversos lugares y estan expuestas a todo tipo de
contaminacidon ambiental, en consecuencia pueden monitorear una ampia
variedad de agentes quimicos, fisicos, xenobiodticos esparcidos en el ambiente ya
sea de manera deliberada o accidental y su efecto sobre el DNA puede ser
evidenciado por el ensayo cometa (Larcher, 1995; Ventura et al., 2013).

Las plantas pueden utilizarse como sensores estables en los ecosistemas vy
proporcionar informacion sobre el impacto genotéxico de los agentes peligrosos,
como las mezclas de gases y particulas urbanas en suspension en la atmdsfera.
Son altamente sensibles por ser organismos sésiles continuamente expuestos a
mezclas de contaminantes en concentraciones altas en comparacion con los seres
humanos y animales. Las plantas por su eficacia para realizar ensayos in situ 'y ser
el eslabon primario de la cadena tréfica pueden reemplazar la utilizacion de

animales (Gopalan, 1999).

Las hojas son ideales para fines de biomonitoreo porque tienen la capacidad de
almacenar grandes cantidades de éstos (Pilon, 2005; Ventura et al., 2013).
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Segun Grant (1994) y Valencia et al. (2013), las plantas superiores tienen

numerosas ventajas para evaluar y monitorear los contaminantes, antes que

perjudiquen la salud humana por ejemplo:

Las plantas superiores son eucariotas y comparten caracteristicas con el
hombre.

Llevan a cabo mitosis y meiosis por lo que pueden ser estudiadas sus
células somaticas y germinales comparables a los animales.

Son faciles de cultivar, de costo moderado y su ciclo de vida es corto
tiempo.

Los ensayos pueden ser llevados a cabo bajo un amplio rango de
condiciones ambientales de pH y de temperatura.

Pueden ser utilizadas para evaluar la genotoxicidad de compuestos solos,
sinérgicos y antagonicos.

Existe un amplio rango de biomarcadores genéticos. Alteraciones
citolégicas y mutaciones, en plantas completas, hojas, embriones, polen,
etc.

Han sido usadas para el monitoreo in situ de contaminantes mutagénicos.
Diferentes estudios presentan correlacion positiva con ensayos
citogenéticos con mamiferos.

Pueden ser combinadas con ensayos microbianos para detectar
metabolitos mutagénicos.

Son muy sensibles en la prediccibn de carcinogénesis de agentes
evaluados.

Varios cientos de loci genéticos pueden ser monitoreados al mismo tiempo.

Por estas caracteristicas las plantas silvestres pueden ser consideradas

organismos centinela. Como se comentd anteriormente, un centinela se define

como aquel organismo que permite evidenciar danos por la exposicion continua a

corto y largo plazo en su habitat natural antes de que pueda perjudicar a los seres

humanos (Ansoar et al., 2015).
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6.1. Senecio roseus (Klatt, 1894)

Pertenece a la familia Asteraceae, es una planta herbacea, erecta, de 10 a 50 cm
de alto, sus flores son de color purpura-rojizo distribuidas en cabezuelas, sus tallos
son huecos. Tiene hojas basales en forma de roseta, las cuales se van haciendo
angostas gradualmente y las hojas de arriba son bractiformes y sésiles.

Se encuentra en laderas de altas montafias a Altitudes de 3,000 - 4,000 m. En
bosques de Pinus hartwegii con pastizal y en las praderas alpinas y subalpinas. Se
ha encontrado en el Nevado de Colima, Nevado de Toluca, la Malinche, Pico de
Orizaba, el Cofre de Perote y también en las montafias de Oaxaca (Calderén y
Rzendowki 2005). (Figura 5).

6.2 Gnaphalium lavandulifolium (Willd, 1803)

Es una planta subarbustiva, con demasiadas hojas, en promedio mide de 5 a 25
cm de alto, sus tallos son ramificados, sus hojas tienen forma oblonga, sésiles y
amplexicaules que miden 4 a 12 mm de largo y 1 a 3 mm de ancho, con el nervio
medio prominente en el envés, contienen pubescencia densamente lanosa en
ambas caras de la hoja y cuando mueren permanecen fijas al tallo, la

inflorescencia se conforma por fasciculos de 1 a 3 cabezuelas.

Esta especie habita en zonas alpinas, se ha encontrado en las faldas del
Iztaccihuatl y del Popocatépetl, a 3,800 y 4,300 m de altitud junto con zacatonal
alpino. No obstante también se ha encontrado en el Cofre de Perote, Pico de

Orizaba y Nevado de Toluca (Calderén y Rzendowki 2005). (Figura 6).

7. Ensayo cometa en plantas para monitorear la contaminacion del aire

La electroforesis unicelular o ensayo cometa evalua la respuesta de las células
frente a agentes genotdxicos (agentes alquilantes o intercalantes), radiacién UV,
dafio oxidante, estrés bidtico y abidtico, que conducen a dafo al DNA. (Ansoar et
al., 2015). Varios estudios recomiendan utilizar el ensayo cometa para observar
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rupturas del DNA producidos por los componentes de la contaminacion ambiental.
(Maluszynska y Juchimiuk 2005; Ventura et al., 2013; Villarini et al., 2009).

El ensayo cometa en plantas puede detectar genotoxicidad por metales pesados,
como es el caso del cadmio (Vajpoyee et al., 2006), xenobidticos, contaminacién
de agua, aire y suelo y también se aplica para la biorremediacién (Ventura, 2013).

Dado el aumento en los contaminantes atmosféricos, se ha utilizado para detectar
su efecto en las plantas. Sriussadaporn et al. (2003) afirma que las plantas
silvestres cercanas a carreteras expuestas a NO2, SOz, O3 y otros contaminantes,
presentan dafio en el DNA, pero el porcentaje difiere, debido a sus adaptaciones

al estrés ambiental y su tolerancia.

7.1 Historia

En 1976 Cook et al. Desarrollaron una técnica para investigar y describir la
estructura nuclear por medio de detergentes no idnicos y altas concentraciones de
cloruro de sodio para lisar membranas, citoplasma y nucleoplasma. Lo que obtuvo
fue un nucleoide conformado por una matriz nuclear de DNA, RNA y proteinas,
éste se encontré superenrollado negativamente debido a las torsiones de las
histonas en los nucleosomas, por lo que el movimiento libre de las cadenas era
limitado. (Collins, 2004). En 1978 Rydberg y Johanson encontraron la forma de
analizar células individuales, atrapando los nucleos en agarosa con una lisis
celular alcalina. Para poder relajar las cadenas superenrolladas de DNA con las
que se toparon Cook et al. 1976 utilizaron radiacion ionizante y observaron
rupturas en el DNA producidas por el relajamiento de las cadenas que formaron un
halo alrededor del nucleoide, posteriormente en 1980 el ensayo cometa se

describio como método de deteccion de dafio al DNA (Zufiiga, 2009).

En 1984 Osthin y Johanson implementaron microgeles de agarosa, lisaron y
sometieron a un campo eléctrico. Los fragmentos de DNA con carga negativa
migraron hacia el anodo y evidenciaron rupturas de cadena doble.
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En 1988 Singh et al. describieron una versién de ensayo cometa en condiciones
alcalinas de la electroforesis con un pH mayor a 13 en la que se detectaron
rupturas de una sola cadena debido a que en estas condiciones las hebras de
DNA se desnaturalizan, también observaron sitios alcali labiles. No obstante en
1989 Olive desarroll6 una metodologia en condiciones neutras de lisis y

electroforesis pero solo pudo detectar dafio en las dobles cadenas.

En 1996 Koppen y Verschaeve implementaron la electroforesis unicelular alcalina
en raices de Vicia faba para determinar rompimientos de DNA y proponerlo como

modelo de genotoxicidad.

7.2 Fundamento teodrico

Todavia no hay acuerdo de la formacion del cometa por lo que se consideran
varias hipétesis debido a que en condiciones neutras se relajan las cadenas de
DNA pero quedan sujetas al nucleo, las cuales asemejan lazos unidos, que
constituyen el halo, mientras que en condiciones alcalinas se observan fragmentos
que migran y forman la cola, estos es evidenciado a través de una electroforesis
bidimensional neutra, ya que las colas del cometa migran solo en la primera etapa
mientras que en la segunda permanecen quietos, sin embargo, en condiciones
alcalinas, las colas de cometas son capaces de moverse en ambas direcciones de
electroforesis, lo que sugiere que el DNA en las colas se encuentra fragmentado y

libre para migrar (Klaude et al., 1996).

En el caso de las plantas el aislamiento de los nucleos celulares se debe hacer
mecanicamente para lo cual es necesario realizar cortes finos, debido a que éstas
tienen pared celular, que dificulta dicho aislamiento se realice por medios quimicos
y enzimaticos (Gichner et al., 2009). Por lo que se rompe la pared utilizando una
navaja fria para mantener la integridad de los nucleos. Después son suspendidos
en un amortiguador con pH 7.4 para seguir manteniendo las condiciones
fisiologicas 6ptimas en las que se encontraba y evitar dafios. (Ventura et al.,
2013).
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Posteriormente, estos nucleos se colocan junto con tres capas de agarosa. Las
cuales son fundamentales porque son la matriz donde quedan embebidos. En la
primera capa se utiliza agarosa punto de fusion normal (NMPA por sus siglas en
inglés) y en las otras dos, punto de fusion bajo (LMPA por sus siglas en inglés)

La primera se adhiere al portaobjetos y ofrece un soporte, mientras que la
segunda sirve para atrapar a los nucleos y la tercera se usa de proteccion.
Cualquier modificacion de concentracién en la agarosa de las tres capas afectara
la migracion y la visualizacion de los cometas, ya que entre mas concentrado, el
tamano de la cola se reducira. En tanto la modificacién del volumen en la segunda

capa repercutira en el numero de nucleos en el microgel (Zuiiga, 2009).

La solucion de lisis que se emplea comunmente contiene agentes quelantes tales
como el EDTA, el cual impide la accién de las DNAasas dependientes de Mg?*
(Zarate et al., 2009) y detergentes como el Triton X-100, un surfactante no iénico
que rompe las interacciones entre lipidos-proteinas y entre lipidos de membrana
celular y citoplasma. En células vegetales, el objetivo de la solucion de lisis es
remover las proteinas sobrantes puesto que los nucleos son obtenidos por cortes
mecanicos mientras que en células de mamiferos su funcién es lisar, sin dafar el

material genético en ambos casos (Fairbairn et al., 1995; Rojas et al., 1999).

La pre-electroforesis alcalina con pH mayor o igual a 13, ayuda a que las histonas
se solubilicen por los altos niveles de sales y el DNA se desenrolle porque la
alcalinidad rompe los puentes de hidrégenos entre los pares de bases de la doble
hélice (Rodriguez et al., 2016). También permite que la solucion de lisis se difunda

fuera del agar (Rojas et al., 1999).

Durante la electroforesis con pH = 13, los sitios sensibles a la alcalinidad se
fragmentan, este DNA fragmentado es sometido a la presencia de un campo
electromagnético que fluye del catodo al anodo. EI DNA estd compuesto de
nucledtidos que a su vez se encuentran conformados por una base nitrogenada

(Adenina, Citosina, Timina o Guanina), por una pentosa y un grupo fosfato.
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Los grupos fosfatos son los que dan la caracteristica al DNA de tener carga
negativa (Lehninger et al., 2009). Cuando se exponen a una electroforesis los
fragmentos migran hacia el polo positivo: el anodo, por los poros del micro-gel de
agarosa que se comportan como una red que permite separarlos (Padilla et al.,
2011). La migracion significativa del ADN, que conduce a la formacion del cometa,
es posible con un tiempo de electroforesis muy corto (entre 5 a 30 min), sin
embargo, el tiempo y el voltaje de la electroforesis depende tanto del tipo celular
como el tipo de dafio que se desea evaluar (Rojas et al., 1999). La capacidad de
los fragmentos de DNA de moverse por accion del voltaje a través de la agarosa
depende de la densidad de la misma, el numero de rupturas, el tamafo de los

fragmentos y las condiciones de la electroforesis (McKelvey et al., 1993).

Después de la electroforesis, se llevan a cabo tres enjuagues con un
amortiguador de Tris pH 7.5 con una duracion de 5 min cada uno, tiempo
suficiente para renaturalizar o enrollar las hebras de DNA sin dafios (Ventura et
al., 2013). Posteriormente, las muestras son deshidratadas en alcohol para su
preservacion. La imagen que se puede observar en el microscopio de
fluorescencia es semejante a un cometa; la cabeza representa el DNA sin dafio,
mientras que la cola del mismo es el DNA fragmentado (SEMANART e INEGI,
2008). (Figura 7).

La visualizacion de los cometas se lleva a cabo en microscopio de fluorescencia,
después de tenir con un colorante flourocromomado de uniéon al DNA. Existen
varios intercalantes, como el bromuro de etidio, el 4,6-diamidino-2-fenilindol, mejor
conocido como (DAPI), el yoduro de propidio y el naranja de acridina.

El bromuro de etidio se intercala entre las bases nitrogenadas del DNA y se une
mayormente a las cadenas dobles que a las cadenas sencillas (Damian et al.,
2013), el DAPI solo se intercala en los surcos menores del DNA, el yoduro de
propidio se intercala en las bases nitrogenadas sin preferencia, de forma
estequiométrica (Zufiga, 2009) y el naranja de acridina produce un color rojizo

cuando se intercala en cadenas de una sola hebra de DNA, mientras que en las
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dobles cadenas muestran un color verde-amarillento. Asi los cometas se observan

con cabezas verdes con colas rojas (Collins, 2004).

En ocasiones los cometas se observan con cabezas pequefas o sin cabeza con
una cola larga y difusa, las cuales describe Olive y Banath en 1995 como células
necroticas o apoptoticas Rundell et al. (2003) mencionan que esto se debe a los
fragmentos apoptéticos que migraron durante la electroforesis y los llamé

“headbegs”

Algunos investigadores mencionan que la longitud de la cola refleja la cantidad de
rupturas en el DNA o nucleo una célula (Singh et al., 1988), sin embargo, otros
explican que la intensidad de fluorescencia en la cola es la que representa la
frecuencia de rupturas de DNA (Gedik et al., 1992). Por ende se utilizan los dos
parametros (proporcionados mediante programas computacionales de analisis de
imagen), el porcentaje de intensidad de fluorescencia de la cola y la longitud
desde el centro de la cabeza hasta la cola, el producto de ambos se denomina
momento de la cauda o “Tail Moment”. Asi el momento de la cauda es utilizado
comunmente para comparar la genotoxicidad entre diferentes grupos vy
posteriormente realizar el analisis por medio de una prueba estadistica para esto
se recomienda el conteo de por lo menos 100 nucleos por tratamiento (Collins,
2004; Rodriguez et al., 2016).

Los programas computacionales también miden otros parametros como la simetria
de la cabeza debido a que algunos tratamientos deforman los nucleos como la

bleomicina en células particulares (McKelvey et al., 1993).

7.3 Ventajas y debilidades

El ensayo cometa es uno de los mas utilizados, ya que ofrece una alta sensibilidad
para identificar agentes genotoxicos aun en bajas concentraciones (Zuhniga, 2009),
tiene gran reproducibilidad tanto en procedimientos in vitro e in situ, ofrece

resultados cuantitativos y cualitativos (Speit y Hartman, 2002). Requiere muestras
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de células extremadamente pequefas de 1 a 10000, se pueden analizar
individualmente, mide rupturas de DNA en cualquier tipo celular, los resultados se
pueden obtener en un solo dia (McKelvey et al., 1993), se puede combinar con
diversas técnicas para deteccion de otro tipo de dafios mas especificos, es flexible
de acuerdo a las necesidades del investigador y es de bajo costo comparado con
otros métodos de genotoxicidad (Rodriguez et al., 2016). Sin embargo la mayor
desventaja es la falta de estandarizacion en la metodologia y la interpretacion de
los resultados (Kimura et al., 2013; Villarini et al., 2009).

7.4 Variantes del ensayo cometa

El ensayo cometa tiene varias modificaciones dependiendo la aplicacién y la
finalidad de la investigacidon. La versién neutra propuesta por Olive en 1989, solo
evidencia rupturas de doble cadena, en tanto la versién alcalina se pueden
observar rupturas de cadena sencilla y sitios sensibles a la alcalinidad, ésta ultima
es la mas empleada en el area de toxicologia genética y para evaluar la
genotoxicidad in vitro yl/o in vivo de varios productos quimicos (Rojas et al., 1999).
Para poder visualizar enlaces cruzados de DNA-DNA y DNA-Proteinas se
necesita enzimas como la proteinasa K, debido a que solamente se activa cuando
hay este tipo de entrecruzamientos, los cuales evitan la migracion del DNA en la
agarosa independientemente del pH neutro o alcalino. Esta version es llamada

ensayo cometa con proteinasa K (Collins, 2004; Ventura et al., 2013).

Otra versién es la electroforesis unicelular alcalina con la hibridacion in situ
fluorescente (Comet-Fish) que permite detectar enlaces cruzados de DNA-DNA,
dafios a genes especificos (Horvathova et al., 2004) y localizar secuencias o
genes en la cabeza del cometa o en la cola (Santos et al., 1997; Schlormann y
Glei 2012) y para evaluar reparacion de dano hay una versién con enzimas, la
mas utilizada es la endonucleasa Il (Ventura et al., 2013).
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l1l. JUSTIFICACION

La Ciudad de Meéxico es una de las zonas con mayores problemas de
contaminacion ambiental en el mundo, la cual causa diversos problemas de salud
(Katsouyanni 2003, Molina y Molina 2012, Téllez et al., 1997) y por otra parte el
ensayo cometa es utilizado para evaluar dafo genotoxico inducido por sustancias
presentes en el ambiente, se caracteriza porque se puede observar el efecto
dosis-respuesta, inclusive en niveles bajos de sustancias perjudiciales para los
organismos vivos (SEMANART e INEGI, 2008). ElI uso de plantas como
indicadores de genotoxicidad ha crecido en los ultimos afios debido a su gran
proporcion de biomasa en el planeta, su sensibilidad para responder a periodos de
exposicién corta o muy larga, a su facilidad de manejo y rentabilidad econémica
(Grant, 1999; Valencia et al. 2013). En este estudio se utilizaron dos plantas
silvestres Senecio roseus y Gnaphalium lavandulifolium, ya que presentan
diversas caracteristicas utiles como organismos centinelas, porque son faciles de
cultivar, manipular y de bajo costo. Ademas la observacion de sus nucleos es
rapida y son sensibles a los cambios en la contaminacién atmosférica. El
monitoreo de contaminantes atmosféricos con especies silvestres al ser
analizadas con el ensayo cometa es de gran importancia y utilidad para plantear
nuevas lineas de investigacion y para mejorar las normas de calidad del aire en

México.
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V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el dafo genotoxico, provocado por los contaminantes atmosféricos
presentes en la estacion meteoroldgica Altzomoni (ALTZ) y en el Centro de
Ciencias de la Atmésfera (CCA), en Senecio roseus y Gnaphalium lavandulifolium

mediante el ensayo cometa, durante la temporada de secas y de lluvias de 2016.

V. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar el dafo al DNA inducido por los contaminantes del aire en ambas

especies durante la temporada de secas y la temporada de lluvias.

b) Analizar la relacién de los cambios meteoroldgicos en ambas zonas, con la

distribucién de contaminantes ambientales y el dafio genotoxico.

c¢) Comparar el momento de la cauda en Senecio roseus y en Gnaphalium

lavandulifolium.

d) Estudiar los mecanismos de entrada de los contaminantes atmosféricos en

Senecio roseus y Gnaphalium lavandulifolium.
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VI. HIPOTESIS

Dado que se ha demostrado que ciertos contaminantes presentes en la atmadsfera
son genotoxicos para las plantas. Entonces en zonas con diferentes grados de
concentracion de contaminantes atmosféricos; se espera observar un dafo
diferencial al DNA en Senecio roseus y Gnaphalium lavandulifolium expuestas en

la estacion Altozomoni y Centro de Ciencias de la Atmdésfera.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

1. Areas de estudio

El Parque Nacional I1zta-Popo se ubica sobre la Faja Volcanica Transmexicana, se
describe por tener bosques de coniferas y por sus caracteristicas biogeograficas y
geoldgicas, conserva una gran variedad de especies (SEMARNAT y CONAPO,
2013). Se encuentra a orillas del volcan lztaccihuatl a 4,000 msnm, ahi se ubica la
estacion meteorologica Altzomoni (ALTZ), (CENAPRED, 2016). Esta estacion se
encarga de monitorear contaminantes atmosféricos y evalua el impacto que tienen

las emisiones volcanicas en las atmoésfera (SEMARNAT, 2013). (Figura 8).

El Centro de Ciencias de la Atmodsfera (CCA) de la Universidad Nacional
Autonoma de México se ubica en la Delegaciéon Coyoacan Ciudad de México. Se
encuentra a 2,270 msnm a 19.3262 Norte y 99.1761 Oeste, al igual que en la
estacion Altozomoni, se monitorean los contaminantes atmosféricos cada hora y
se colabora con la Red Automatica de Monitoreo Atmosférico (RAMA) de la

Ciudad de México, para el monitoreo en la Delegacion Coyoacan (Figura 9).

2. Exposicion

El monitoreo fue dividido en temporada de secas y de lluvias. La primera abarco
del 21 de enero al 18 de marzo del 2016, con una repeticion del 30 de marzo al
11 de mayo del 2016. Para la temporada de lluvias el monitoreo comenzd a partir
del 24 de mayo al 1 de julio con una repeticion del 18 de agosto al 30 de
septiembre del 2016 (Figura 9). En cada inicio de temporada se colectaron
individuos de S. roseus y de G. lavandulifolium, las cuales se sembraron en
macetas con tierra esterilizada y con delicadeza para evitar dafo, estas se
mantuvieron en una camara de crecimiento durante dos semanas para su
aclimatacion y posteriormente se trasladaron a las estaciones de monitoreo de
contaminantes atmosféricos ALTZ, CCA y el testigo se dej6 en la camara de
crecimiento bajo condiciones controladas de temperatura a19 ©C, con fotoperiodos
de 12 horas de luz y 20% de humedad (Figura 10).
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La toma de muestra de las hojas se realizé6 cada dos semanas (0, 2, 4, 6) con la

finalidad de evaluar la actividad genotoxica mediante el ensayo cometa.

3. Ensayo cometa

3.1 Aislamiento de nucleos

Después de la colecta se cortaron las hojas y se lavaron con agua destilada sin
dafarlas. Se realizaron de 10 a 12 cortes finos en la vena media de cada hoja en
cajas Petri inclinadas con 250 pL de PBS, con pH 7.4 a 4 °C, donde se dejaron en
reposo 7 min para la obtencion de los nucleos. Posteriormente, se tomaron 50 pL
de esta suspension de nucleos en un microtubo con 50 uL de agarosa punto de
fusion bajo (LPMA por sus siglas en inglés) al 1%; se mezclé suavemente la
suspension de nucleos con ayuda de una micropipeta, de esta mezcla se
extrajeron 80 pL que se colocaron en un cubreobjetos que se adhiri6 a un
portaobjetos precubierto con agarosa de punto de fusién normal (NMPA por sus
siglas en inglés) al 1%, se esperd la solidificacion de agarosa. Se retird el
cubreobjetos y se colocd una tercera capa con 80 uL de agarosa LPMA al 0.5 %.
Ya solidificado se desprendié el cubreobjetos firmemente pero con cuidado (los
portaobjetos con la mezcla se solidificaron en placas metalicas colocadas en

hieleras a 4 °C y en condiciones de oscuridad para evitar dafio al DNA).

3.2 Lisis

Se colocaron las laminillas horizontalmente en cajas con fondo plano, después se
vertieron 35 mL de la solucion de lisis (NaCl 2.5 M, EDTA100 mM, Tris10 mM,
NaOH 10 mM, DMSO al 10%, tritén x-100 al 1% y H20 desionizada) con un pH 10.
Se dejo en reposo durante una hora a 4 °C en oscuridad.

3.3 Electroforesis

Se secaron los portaobjetos por la parte posterior y se colocaron en la camara de
electroforesis con 850 mL de amortiguador pH >13 (NaOH 10 300 mM, EDTA 1
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mM y H20 desionizada) a 4 °C en oscuridad. Una vez acomodados se vertieron
150 mL para cubrir todas las laminillas, se dejaron reposar durante 15 minutos,
para desenrollar las cadenas de DNA y después se realizé la electroforesis a 25V

y 300 mA, durante 15 minutos.

3.4 Neutralizacion

Posteriormente, las preparaciones se secaron y se neutralizaron con 3 lavados de

solucion de Tris 0.4 M a pH 7.5 para enrollar el DNA intacto.

3.5 Fijacién vy tincion

Los portaobjetos se fijaron en vasos coplin con etanol al 100% por 15 min, en
condiciones de oscuridad y temperatura de 4 °C. Después se dejaron secar a
temperatura ambiente en una gradilla, protegiéndolos del polvo. Las laminillas se
volvieron a humedecer con agua desionizada filtrada y se tifieron con 50 uL de
Bromuro de etidio 0.02 ym/uL, se colocaron en cajas oscuras para evitar el
decaimiento del colorante fluorocromomado y para su observacion en el

microscopio de fluorescencia.

3.6 Registro y analisis estadistico

Se analizaron 50 nucleos por triplicado de cada zona de exposiciéon con el
microscopio de fluorescencia, que cuenta con un filtro de excitacion de 515 a 560
nm y un filtro barrera de 590 nm, acoplado al programa de analisis de imagenes
Comet Assay IV. Los nucleos de S. roseus se observaron con un objetivo de 20x y
los de G. lavandulifolium con un objetivo de 40x, en el cual se considero el “Olive
Tail Moment” o momento de la cauda. Estos se analizaron en el programa
GraphPad Prism. Se realizé un analisis de varianza no paramétrica y una prueba
de comparacion multiple con el método de Dunnet, con un intervalo de confianza
de 95 %. El analisis se realizé en las dos especies silvestres por separado

incluyendo los resultados desde el 21 de enero hasta el 30 de septiembre.
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VIIl. RESULTADOS

Las figuras 12 y 13 muestran los dafios nucleares que sufrieron S. roseus y G.
lavandulifolium en la semana 2 de la temporada de secas en las diferentes zonas
de exposicidon; asimismo las figura 14 y 15, muestra los dafios nucleares de S.

roseus y G. lavandulifolium en la semana 2 de lluvias.

La figura 16 evidencia el momento de la cauda de S. roseus en las temporadas de
secas Y lluvias expuestas en las estaciones ALTZ, CCA y el grupo testigo y la
figura 17, muestra el momento de la cauda de G. lavadulifolium. Cada una de las
barras expone el promedio del dafio genetdxico con su respectivo error estandar y

nivel de significancia.

Las figuras 18 a la 24 expresan los promedios diarios de contaminantes gaseosos
de las estaciones meteorologicas Altozomoni y Centro de Ciencias de la
Atmosfera durante 2016. La figura 18 muestra la fluctuacion de mondxido de
carbono, CO en ambas estaciones (ALTZ, CCA); las concentraciones se
representaron en particulas por millén, los cuales se obtuvieron por absorcion de
radiacion infrarroja con el analizador Thermo Fisher Scientific, modelo 48i. En el
CCA, durante el mes de enero se encontraron valores de hasta 1.8 ppm y en los
meses de julio a septiembre se observaron los valores mas bajos en todo el afo
2016. Mientras que en la estacion ALTZ las emisiones se mantuvieron en un rango

menor a 0.2 ppm.

En las figuras 19, 20 y 21 se observan los valores de NO2 NO y NOx. Los cuales
fueron registrados por medio de quimioluminiscencia del analizador Thermo Fisher
Scientific, modelo 42i, los que son mas altos en enero y febrero del 2016 con 70
ppb en el CCA, en tanto en la estacion ALTZ los datos fueron menores a 10 ppb
en todos los casos.

En la figura 22 se muestra la concentracién de Os, los valores fueron obtenidos

mediante el analizador de Ozono Thermo Fisher Scientific, modelo 49i, por el
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método de fotometria ultravioleta. El Oz en el CCA empez6 aumentar a mediados
de marzo hasta mayo y después disminuyo en junio, no obstante los valores mas
bajos fueron en el mes de septiembre. Por otro lado, en ALTZ las concentraciones
fueron mayores que en la estacion CCA durante todo el afio y los niveles mas

altos se presentaron de enero a febrero.

La figura 23 sefiala la concentracion de didxido de azufre SOz, obtenida por medio
del Thermo Scientific con fluorescencia. Los resultados muestran que el mes de
febrero tuvo los valores mas altos, posteriormente disminuyeron en marzo a abril y
se mantuvieron en bajas concentraciones hasta principios de julio y durante los

meses de agosto y septiembre comenzd a subir nuevamente.

La figura 24 explica la distribucion del material particulado con diametro menor a
2.5 ym del CCAy el PM 10 um de Altzomoni. Los cuales fueron registrados por el
muestreador de particulas 10 ym y muestreador de particulas 2.5 ym Thermo
Scientific por medio de atenuacién de radiacion beta. El PM2s fue alto en los
meses de enero a febrero, sin embargo las concentraciones mayores se
encontraron entre abril y mayo, mientras que en ALTZ el PM1o el nivel mas alto

fue en el mes de abril.

La figura 25 integra todos los contaminantes gaseosos y particulados que se
monitorearon en el Centro de Ciencias de la Atmésfera durante 2016, la
informacion se obtuvo en la Direccion de Monitoreo Atmosférico de la Ciudad de
México, la distribucion espacial y temporal presentd mayor concentracion en la
temporada de secas, los meses con alto porcentaje de contaminacién son enero,
febrero, abril y mayo, mientras que en la temporada de lluvias los niveles bajaron
hasta septiembre y la figura 26 muestra todos los contaminantes detectados en la
estacion Altzomoni durante 2016. Los meses de marzo a mayo no se registraron
a consecuencia de problemas meteorologicos, sin embargo, los contaminantes

con alta concentracion fueron el Oz y el PMio.
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IX. DISCUSION

Desde 2002 ha crecido rapidamente el parque vehicular (INEGI, 2017), por ser el
principal causante de contaminacién ambiental (Nikic y Stankovic 2005), provoca
dafos a la salud, como alergias, irritacion de ojos y enfermedades cronicas como
dafio pulmonar, problemas cardiovasculares, cancer y mortalidad (IMCO, 2016;
Rosales et al., 2001).

El Instituto Mexicano para la Competitividad en 2016 menciona que del 2015 a
2016 aumentaron en un 12% “los dias sucios,” con altos nivelzs de O3, NOx, CO,
CO2, SO2 y material particulado, por lo que es necesario nuevas investigaciones
para entender los riegos, ya que la contaminacion atmosférica igualmente
perjudica a las plantas silvestres, arbolado y cultivos de hortalizas, por ende
también hay un impacto econémico y ecolégico (Rossini y Mingorance 2006;
Wolterbeek 2002; Zeeshan et al. 2016). Los dafos son genéticos, fisioldgicos,
metabdlicos y se puede observar en la morfologia, como la decoloracién, necrosis
y falta de crecimiento hasta la senescencia. Molecularmente inactivan a la enzima
rubisco y por tanto la fotosintesis se reduce. Fisioldgicamente, la traspiracion y el
transporte hidrico se ven perjudicados porque hay cambios de pH y cierre de
estomas y en los dafios genéticos se afectan los componentes del DNA, producen
dimeros de pirimidina, enlaces cruzados, rupturas de la cadena, modificacion de
las bases, como la alquilacién, la oxidacién y la delecion de las mismas (Tuteja et
al., 2001; Tuteja y Tuteja 2001). El dafo del DNA puede resultar en el arresto o la
induccion de la transcripcidon y la induccion de vias de transduccion de sefales

que provocan errores de replicacion (Britt 1999).

El dano al DNA ocurre cuando se producen ERO, éstas reaccionan con las bases
nitrogenadas, generando mutaciones que fragmentan el DNA, los cuales resultan
en carcinogénesis, apoptosis y necrosis (Cardenas y Pedraza 2006; Risom et al.,
2005)
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Las plantas como mecanismos de defensa pueden quelar los metales pesados,
conjugar los gases o sintetizar nuevos productos para minimizar el dafio y por

ultimo realizar la reparacion de dafio al DNA (Navarro et al., 2007).

En el presente trabajo se investigd el dafno genético mediante la prueba de ensayo
cometa en su version alcalina, ésta es muy popular para observar dafos en el
DNA (Ersson y Moller 2011), ya que puede detectar la fragmentacion del DNA en
cadena sencilla y sitios alcali labiles, por lo que es sensible, facil, econémica y
rapida en comparacién con otras técnicas (Moller, 2006; Maluszynska y Juchimiuk
2005). El ensayo cometa es utilizado en varias areas de invetigacion sin embargo
ha tenido auge en el la toxicologia en sistemas vegetales, asi que se aplico en
plantas silvestres por su sensibilidad al estrés ambiental (Grant, 1999) Senecio

roseus y Gnaphalium lavandulifolium.

El empleo de las plantas como organismos centinelas o bioindicadores de
contaminacion tiene ventajas y debilidades en la interpretacion de resultados, ya
que en bajas concentraciones de contaminantes, los sistemas vegetales son
factibles porque en ellas pueden acumularse, ademas se puede observar su
relacion dosis-respuesta de la mezcla de varios contaminantes y estimar dosis
agudas por altas concentraciones en corto tiempo o dosis cronicas de altas
concentraciones a largo plazo, no obstante la respuesta es variable de acuerdo a
la especie, a consecuencia de los mecanismos metabdlicos que tienen (Doley,
2017).

Las plantas silvestres S. roseus y G. lavandulifolium resultaron factibles en su
cuidado, sin embargo para la exposicion en ALTZ y CCA se protegieron de la luz
directa, para excluir dafos por deshidratacién o dafios por UV. Entre las ventajas
de su utilizacion es su conservaciéon de follaje durante todo el afio, se encuentran
en poblaciones grandes, son faciles de cultivar y mantener a comparacién de
especies caducifolias o especies de caracteristicas ambientales humedas como

los musgos o helechos.
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Los resultados encontrados de dafio al DNA en S. roseus y G. lavandulifolium se
relacionaron con las concentraciones de contaminantes monitoreados, sin
embargo los cambios meteoroldgicos en la temporada de secas en las estaciones
CCA y ALTZ impidieron obtener datos del dafio genético de la semana 6 en
ambas especies. Asimismo, se tuvieron problemas con la determinacion de los
contaminantes atmosféricos registrados en ALTZ, por lo que las semanas 4 y 8 de
la temporada de secas no tienen un referente para comparar el dafo con los

indices de contaminacion.

Respecto a los promedios del momento de la cauda de S. roseus, en la estaciéon
ALTZ, el promedio del momento de la cauda por semana puede estar relacionado
con las concentraciones de O3 y PM1o, ya que estos contaminantes estan en
mayor nivel en esta zona del muestreo en comparacién con el CCA, posiblemente
por la actividad volcanica y la altitud en la que se encuentra la estacion (Figura
22).

Aunque el Os fue el unico contaminante con mayor proporcién en ALTZ, durante
2016, los gases (CO, SO2, NO, NO2, NOx y PM2:5) expuestos en las figuras 15 a
24 son mas altos en el CCA y es en enero-febrero donde se observa mayor
concentracion de éstos. Tales niveles pueden ser los causantes del dafo
genotdxico en S. roseus expuestas en CCA, ya que se observa un promedio de
momento de cauda mayor en las plantas de este sitio en esas fechas, en contraste
con la estaciéon ALTZ. Por otro lado, al realizar la prueba de comparacion multiple,
Dunnet; se obtuvo diferencias significativas en el momento de la cauda en las
plantas expuestas en ambas estaciones ALTZ y CCA, respecto a las plantas en la

semana 0.

Asimismo los resultados de dafio nuclear de G. lavandulifolium fueron mayores en
temporada de secas y disminuyeron conforme aumentaron las precipitaciones, en

esta planta el dano fue acumulativo, debido a que en las semanas 8, fecha 18 de
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marzo, semana 6, fecha 11 de mayo en la temporada de secas y en la semana 6,
fecha 1 de julio en la temporada de lluvias fue mas alto el nivel de dafio. Aunque
los contaminantes (CO, NO, NOz2, NOx y SOz2) fueron menores en ALTZ que en el
CCA, en la figura 25 se observd que la contaminacién del aire es mas alta en
temporada de secas que en la de lluvias al igual que en la estacion CCA. Dado los
resultados en esas fechas se puede inferir que las precipitaciones ayudan a que
los contaminantes disminuyan en la atmoésfera (SEMARNAT, 2013) y en
consecuencia que el dafo genético en las plantas también se reduzca. Por otra
parte, la altitud es un factor para la concentracion de contaminantes debido a que

el O3 fue mas alto en la estacion meteorolégica ALTZ.

Entre los contaminantes monitoreados se encuentra el SOz, el NOz, el O3 y el
material particulado, los cuales estan reportados como los mas nocivos, ya que
en experimentos in vitro el SO2 dana el crecimiento a corto plazo, el O3 necrosa y
de acuerdo con Feng et al. (2017) es el gas mas nocivo para la vegetacion en todo
el mundo, sin embargo depende de la anatomia de las hojas. Por lo que se
recomienda estudios fisioldgicos y anatdomicos en posteriores investigaciones para
detectar las diferencias de susceptibilidad; mientras que el NO2 acidifica la planta y
los metales pesados del material particulado se pueden unir a proteinas e
intercalarse en el DNA (Dizengremel et al. 2008; Darrall, 1989 Navarro et al., 2007;
Wada et al., 1987). Sin embargo, la atmdsfera es una mezcla de gases, particulas
e hidrocarburos etc. Esta mezcla puede ser amplificada en las plantas porque son
autétrofos, realizan fotosintesis a partir del COz2, dicho gas para los seres humanos
es altamente nocivo pero en las plantas ayuda a su crecimiento (Caemmerer y
Farquar 1981), no obstante al ser absorbido por los estomas junto con otros
contaminantes como el NO2 y el SOz, puede cambiar el efecto, por ejemplo;
cuando hay mayor proporcién de NO2 y SO2 que el CO2, como defensa la planta
cierra los estomas, en consecuencia se reduce la captacion del COz2, afectando la
fotosintesis y la traspiracion (Darrall, 1989), ademas a altas concentraciones de
CO:2 puede afectar a las plantas cuando no tienen los nutrientes necesarios en el

suelo, sin embargo, no hay evidencia suficiente de los efectos directos del COz,

38

——
| —



asi como su relacion con otros contaminantes en la apertura de los estomas. Este
mecanismo es importante porque puede cambiar la dinamica de los contaminantes
en la planta tanto perjudicial como benéfica. Por otro lado, la morfologia de las
plantas es crucial para la entrada de los gases y del material particulado pequefio,
por ejemplo; entre mas estomas tienen las plantas seran menos tolerantes a la
contaminacion atmosférica asi también influye la distribucién de éstos, ya que,
hay plantas que tienen estomas en ambas caras de la hoja llamadas
anfiestomaticas y otras solo en la parte del envés llamadas hipoestomaticas
(Hallgren y Gezelius 1982; Keller, 1978; Pande y Mansfield 1985; Reich vy
Amundson1985; Saxe, 1983).

Los mecanismos de reparacion de las plantas es variable, ya que en algunas
especies a larga exposicion de contaminacion tienen dafos irreversibles (Li et al.,
2016), probablemente provocado por la bioacumulacién del contaminante en los
tejidos y la falta de reparacion de dafios (Amundson y Weinstein 1981; Mansfield y
Majernik 1970). Por otro lado, en ciertas especies, el daino es mayor en un corto
periodo y menor a largo plazo de la exposicion, esto puede estar relacionado con
la aclimatacion, ya que realizan cambios en su morfologia, como engrosar las
células epidérmicas o alargar los tricomas y modular la apertura de estomas, por
otra parte, cuando la concentracidn de los contaminantes es demasiado alta, estos
pueden entrar danando la cuticula (Rai, 2016). Por lo que es dificil entender cuales
son los mecanismos de S. roseus y G. lavandulifolium para impedir los dafios por
la contaminacion en su estructura. Ademas las condiciones meteorolégicas en las
zonas de exposicion, como la diferencia de radiacién, debido a que a altos niveles
de luz ultravioleta, las plantas pueden deshidratarse ocasionando efectos
negativos en sus mecanismos y asi provocar un mayor registro del mismo (Darrall,
1989).También se ha observado que durante eventos de inversion térmica los
contaminantes se encuentran con mayor disponibilidad en los sistemas vegetales
porque estos se encuentran a bajas alturas (Jiménez, 2001). Dado los resultados
las inversiones térmicas estan relacionadas con las contingencias y estas a su vez

a los momentos de cauda mas altos en ambas especies en la temporada de
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secas, ya que, de acuerdo con la Direccién de Monitoreo Atmosférico de 2016, la
primera contingencia se presentd el 16 de marzo con mas de 203 puntos IMECAS
por Os, esto también se refleja en las figuras 16 y 17 del momento de la cauda de
S. roseus y G. lavandulifolium. En las cuales la semana 8 con fecha 18 de marzo

presenta los mayores dafios de DNA con respecto a las semanas anteriores.

En S. roseus no se encontré una acumulacion de dafos al DNA. La figura 16, que
representa el momento de cauda muestra fluctuaciones relacionadas con los altos
niveles de contaminacién obtenidos por la Direccion de Monitoreo Atmosférico de
la Ciudad de México, los resultados del dano genético coinciden con los altos
niveles de contaminantes gaseosos (CO, NOx, NO2, NO, Os, SO2y PM25), durante
la temporada de secas y de lluvias, por lo que el daino genotéxico de S. roseus
posiblemente se deba a la exposicion por contaminantes atmosféricos a corto

plazo, y emplee mecanismos de reparacion de dafo.

Es dificil conocer cuales gases o particulas son la causa del dafio genotdxico,
debido a que la atmdsfera es una mezcla de gases, como se ha mencionado y por
otro lado, las plantas pueden metabolizarlos y en consecuencia no sea observable

el efecto, independientemente de la duracion de la exposicion (Doley, 2017).

En G. lavandulifolium durante las temporada de secas en las estaciones de ALTZ
y CCA hay acumulacién de dafio conforme al tiempo trascurrido, sin embargo, en
la temporada de lluvias en los meses de junio, julio y agosto en el CCA el dafo en
G. lavandulifolium va disminuyendo conforme al paso del tiempo, y en septiembre
vuelve a incrementarse, en tanto, en la estacion ALTZ sucede lo contrario, en
junio, julio y agosto el dafio genético es proporcional al tiempo, pero el crecimiento
es menor que en la temporada de secas. Durante el mes de septiembre no hay
relacion del dano con el tiempo. (Figura 17). La acumulacién de dano se ha
observado en otras especies, por ejemplo en Euonymus japonicus expuesta en
zonas cercanas a fuentes moviles, donde el dafio genotdxico se incrementé con el

transcurso del tiempo (Li et al., 2016).
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Los valores del momento de la cauda difiere en las especies, ya que en S. roseus
es mas alto que en G. lavandulifolium, esto puede deberse a discrepancias
interespecificas que les permite reaccionar de manera distinta a la contaminacion,
por ejemplo la presencia de cuticula, ceras y tricomas, los cuales son la primera
barrera para la entrada de contaminantes (Heath et al., 2009). De acuerdo con
Loza (2016) también encontré diferencias de sensibilidad y expresion de
microRNAs en las especies R. gerberifolius y T. officinale. Otras investigaciones
en plantas como en el género Pinus, los efectos morfoldgicos y fisioldgicos por
exposicion al Oz cambian conforme la especie (Feng et al., 2017). En el caso del
estudio en S. oleraceus y P. major. S. oleraceus muestra mayor suceptibilidad al
Os que P. major. (Su et al., 2017).

Doley (2017), menciona que la mayoria de los grupos de plantas son sensibles a
los contaminantes, pero las especies estrechamente relacionadas e incluso las
variedades, pueden diferir sustancialmente en la sensibilidad. Por tanto, la
seleccion de una especie o variedad depende del contaminante y de la ubicacion.
También se debe mencionar que esta involucrada la cantidad de luz, humedad,

traspiracion de la planta y la diversidad de respuesta (Darrall, 1989).

En general durante la temporada de lluvias el dafio genético fue menor que en
temporada de secas en ambas especies. Esto se debe posiblemente a que en los
meses de junio, julio, agosto y septiembre hay mayor cantidad de precipitaciones,
debido a que las nubes inhiben la fotoquimica evitando reacciones secundarias
entre los contaminantes gaseosos vy las lluvias eliminan los gases y las particulas
precipitandolas, en consecuencia el Os baja su concentracién por disminucion de
contaminantes primarios. Mientras que en la temporada de secas son frecuentes
las inversiones térmicas, hay menor cantidad de precipitaciones, falta de humedad
y de circulacion tanto vertical como horizontal (SEDEMA, 2015).
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Hay diversos estudios sobre las afectaciones que tiene la contaminacién en las
plantas silvestres, cultivos, arboles y hasta en hongos in vitro (Amundson vy
Weinstein 1981; Shimizu et al., 1980), sin embargo, todavia faltan investigaciones
sobre los efectos in vivo, los mecanismos que tienen las plantas para reducir los
dafos, asi como mayor informacion sobre los efectos sinérgicos o antagdnicos en

la salud humana y en otros seres vivos.

Esta investigacion es util para observar la respuesta que tuvieron las especies S.
roseus y G. lavandulifolium, durante la temporada de secas y de lluvias con
diferente concentracion de contaminantes, debido a que ambas estaciones tienen
distintas fuentes de emisiones, ya que la estacion de ALTZ se encuentra muy
cerca del volcan activo Popocatepétl y el CCA se ubica cerca de avenidas con
parque vehicular, en la Delegacién Coyoacan de la Ciudad de México. Las
diferencias del dafio en el DNA en las plantas expuestas en las dos estaciones
siempre fueron distintas, las plantas expuestas en la estacién del CCA tuvieron

mayores indices de dafio que en la estacion de ALTZ.

Dado la literatura, la mezcla de contaminantes es perjudicial para las plantas, con
base en los resultados del monitoreo de contaminacion, posiblemente el dafio al
DNA en las dos especies utilizadas esta relacionado con la concentracion de
contaminantes atmosféricos que es diferente entre la temporada de secas y de
lluvias, ya que estos estan regulados por las precipitaciones, el viento, la

radiacion, la temperatura y las inversiones térmicas.

Las plantas como los seres humanos son alterados por los mismos contaminantes
atmosféricos, sin embargo los resultados nocivos al DNA encontrados mediante el
ensayo cometa versién alcalina en esta investigacion no pueden ser extrapolados
a los efectos deletéreos inducidos en el hombre, pero si constituyen un aspecto
importante en la latencia de estos gases genotoxicos que ponen en riesgo a otros
organismos. Dado que, pueden proporcionar una prediccion indirecta de la

exposicidon a los contaminantes atmosféricos en un entorno definido y sus cambios
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en el tiempo. Por otro lado el costo es menor al mantener estos organismos en el
laboratorio en contraste con otros sistemas biolégicos como los mamiferos, no
obstante no pueden sustituir los métodos fisicos y quimicos de vigilancia

ambiental, solo reforzarla.
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X. CONCLUSIONES

El ensayo cometa en su version alcalina es una prueba sensible para detectar
rupturas de una sola cadena de DNA Yy sitios alcali labiles en células individuales

inducidas por contaminantes atmosféricos en plantas silvestres.

Ambas especies S. roseus y G. lavandulifolium resultaron adecuados monitores de
dafo al DNA inducido por contaminacion atmosférica, aunque no se conoce la
composicion exacta de los contaminantes que causaron el dafio al DNA, se puede
inferir que la mezcla de éstos en los que destacan (NOx, NO2, NO, SOz, O3, CO y
PMz2s) perjudicaron el DNA de las plantas, ya que coinciden los niveles mas altos

de los mismos con el dafio genético.

Los resultados de este trabajo coinciden con otras investigaciones encontradas en
la literatura. Por tanto, los efectos en el DNA por los contaminantes atmosféricos
en las plantas S. roseus y G. lavandulifolium pueden ser utilizados para evaluar el
riesgo por exposicion a éstos y asi prevenir dafos en los humanos, por lo que

ambas especies pueden ser propuestas como organismos centinela.
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XI. PERSPECTIVAS

La informacién sobre cémo los contaminantes afectan al DNA es escasa,
por tanto este estudio puede abrir una linea de investigacion importante, por
otra parte es necesario conocer la fisiologia de las especies para entender
los mecanismos de reparacion de dafio y llegar a conclusiones mas
precisas.

Se debe realizar otras investigaciones in vitro para conocer especificamente
que contaminantes son los causantes del dafio al DNA.

Ademas es importante realizar analisis con mezclas de gases para conocer
los efectos sinérgicos.

Y finalmente se propone estudiar otros organismos ya que la contaminacion
afecta las interacciones, asi como, tomar en cuenta mas parametros de
dafo, para entender los efectos fisioldgicos y morfolégicos que provocan

los gases.
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XIll. ANEXOS
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Figura 1. Emisién nacional por fuentes de contaminacién 2008 (SEMARNAT, 2013).

Figura 2. Emision de origen antropogénico por contaminantes, 2008 (SEMARNAT,
2013).

60

——
| —



Figura 3. Factores que influyen en la distribucion de los contaminantes.
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Dafo al DNA por contaminacion atmosférica

Figura 4. Mecanismo de dafo en el DNA por contaminantes atmosféricos.
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Figura 5. Senecio roseus

Figura 6. Gnaphalium lavandulifolium
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Figura 7. Caracteristicas de un nucleo con dafio en el ADN registrado en el programa

Comet Assay IV
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Figura 8. Estacién Altzomoni (ALTZ) ubicada en las orillas del volcan Iztaccihuatl a 4,000

msnm.

Figura 9. Ubicacion, Centro de Ciencias de la Atmdsfera a 2,270 msnm. Fotografia aérea

3D, proporcionada por Google Maps.

65

——
| —



Temporada de secas (2016) Temporada de lluvias (2016)
Semanas | Fechas Semanas Fechas

0 21 de enero 0 25 de mayo

2 4 de febrero 2 8 de junio

4 18 de febrero 4 21 dejunio

8 18 de marzo 6 1 dejulio

0 31 de marzo 0 18 de agosto

2 15 de abril 2 1 de septiembre
4 26 de abril 4 12 de septiembre
6 11 de mayo 6 30 de septiembre

Figura 10. Calendario de las fechas donde se colectaron las plantas y se aislaron las
hojas de las estaciones meteorolégicas CCA, ALTZ y los grupos testigos de la camara de

crecimiento para realizar el ensayo cometa.
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Figura 11. a) y b) muestreadores con plantas expuestas, protegidas de la lluvia en la
estacion ALTZ, c) camara de crecimiento con condiciones controladas de temperatura,
humedad y luz, d) muestreadores en la azotea del CCA, expuestas al ambiente,

protegidas de la lluvia.

67

——
| —



Figura 12. a) Testigo negativo con “Tail Moment” de 0.03, b) cometa con “Tail Moment”
1.61 de la estacion ALTZ, ¢) cometa con “Tail Moment” 1.48 de la estacién CCA de S.
roseus, semana 2, temporada de secas, observado en el microscopio de fluorescencia a

200 aumentos marcado en el programa Comet Assay V.

B 0 a

Figura 13. a) Testigo negativo con “Tail Moment” de 0.29, b) cometa con “Tail Moment”
1.38 de la estacién ALTZ, c) nucleo con “Tail Moment” 0.10 de la estacién CCA de G.
lavandulifolium, semana 2, temporada de secas, observado en el microscopio de

fluorescencia a 400 aumentos marcado con el programa Comet Assay V.
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Figura 14. a) Testigo negativo con “Tail Moment” de 0.22, b) cometa con “Tail Moment”
1.51 de la estacion ALTZ, c¢) nucleo con “Tail Moment” 2.54 de la estaciéon CCA de S.
roseus, semana 2, temporada de secas, observado en el microscopio de fluorescencia a

200 aumentos marcado con el programa Comet Assay IV.

Figura 15. a) Testigo negativo con “Tail Moment” de 0.15, b) nucleo con “Tail Moment”
0.31 de la estacion ALTZ, c) nucleo con “Tail Moment” 3.19 de la estacion CCA de G.
lavandulifolium, semana 2, temporada de secas, observado en el microscopio de

fluorescencia a 400 aumentos marcado con el programa Comet Assay V.
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